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OZET

Amac: Otozomal resesif kalitimli izole konjenital gomak parmakliliktan sorumlu tutulan tek
gen olan HPGD, prostaglandin metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynayan bir enzim
kodlamaktadir. Smad ailesi liyesi olan SMAD3, tizerindeki degisikliklerin ¢esitli kanserlerde
goriilmesi nedeniyle muhtemel timor baskilayict genler arasinda gosterilmektedir. Bu calis-
mada, dijital gomak parmaklilik ve kanser goriilen yedi kusakli bir ailede HPGD ve SMAD3
gen mutasyonlarinin arastirilmast amaglanmigtir.

Yontemler: Calisma grubu, dijital comak parmakliligin ve birgok farkli kanser tiiriiniin go-
rildiigi 7 kusaklr bir aile ile saglikli kontrol bireylerden olusmaktadir. HPGD ve SMAD3
genleri niikleotid degisimleri agisindan DNA dizi analizi yontemiyle degerlendirilmistir. Ai-
lede belirlenen SMAD3 tek niikleotid polimorfizmlerinin biyokimyasal karakterizasyonu da
yapilmistir.

Bulgular: DNA dizi analizi neticesinde HPGD geninde, ailede hastalik fenotipini ortaya
¢ikarabilecek herhangi bir fonksiyonel dizi varyanti belirlenmemistir. Fakat bu ¢alisma-
da, SMAD3 geninde ilk kez ¢.1278 G>A tek niikleotid polimorfizmi ve daha once tanimlan-
mis olan IVS2+59C>G, ¢.309A>G ve ¢.508A>G polimorfizmleri tespit edilmistir. Kodon
170’deki tek niikleotid polimorfizmine (c.508A>G) ait genotip ve allel frekanslar1 hasta ve
kontrol grubu arasinda degerlendirildiginde anlamli bir farklilik bulunmustur. Fakat bu poli-
morfizmin aile i¢erisinde etkilenmis bireylerin yani sira saglikli bireylerde de goriildiigii tes-
pit edilmistir. Biyokimyasal arastirmalar sonucunda, bu polimorfizmler ile dijital gomak par-
maklilik arasinda bir iligki bulunamamuistir.

Sonug: Elde edilen sonuglar, agiklanamayan dijital comak parmaklilik ve kanser patogene-
zinde HPGD ve SMAD3 genlerinin bu aile i¢in etkin rol oynamadigini géstermektedir.
Anahtar Kelimeler: HPGD, SMAD3, gomak parmaklilik, kanser, mutasyon

ABSTRACT

Objectives: HPGD encoding an enzyme that plays an important role on regulation of prosta-
glandin metabolism is the only gene underlines autosomal recessive isolated congenital nail
clubbing. SMAD3 gene is a member of Smad family, are possibly tumor suppressor genes
because alterations of these genes occurred in various carcinomas. The aim of this study was
examined HPGD and SMAD3 mutations in seven-generation family with digital clubbing
and cancer.

Methods: The study group consisted of a seven-generation family with clinical features of
digital clubbing and different types of cancer, and healthy controls. The family members and
control group were evaluated for HPDG and SMAD3 gene mutations by DNA sequencing
method. The present study also focused on biochemical characterization of SMAD3 single
nucleotide polymorphisms in the family.

Results: DNA sequencing analysis of the HPGD gene identified no functional sequence
variant causing disease-phenotype in the family. But in this study, a novel single nucleotide
polymorphism ¢.1278G>A and three previously described polymorphisms IVS2+59C>G,
¢.309A>G, ¢.508A>G were identified in SMAD3 gene. Only A/G transition in codon 170 was
found significant but this polymorphism was segregated with the affected and unaffected
members of the family. Biochemical examination did not show statistically significant cor-
relation between SMAD3 polymorphisms and digital clubbing.

Conclusion: These findings suggest that the HPGD and SMAD3 genes may not play an im-
portant role in the pathogenesis of unexplained digital clubbing and cancer in this family.
Key Words: HPGD, SMAD3, digital clubbing, cancer, mutation
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Giris

Dijital gomak parmak (DC), tirnak matriksi ve dis-
tal parmak kemigi arasindaki bag dokununun pro-
liferasyonunun artmast sonucunda parmaklardaki
tirnak tabani ve terminal segmentinin genisleyerek
saat cami gorlinimiinii almasi ile karakterizedir. Co-
mak parmaklilik akciger kanseri, akciger apsesi, am-
fizem, akciger fibrozisi, kronik tiiberkiiloz, dogustan
morarmali kalp hastaliklari, kalp i¢ zar1 iltihabi, siroz ve
iltihapli bagirsak hastaliklarinin bir isareti olarak ortaya
¢ikabilmektedir. Nadir olarak rastlanan dijital comak
parmaklilik ise herhangi bir hastaliga bagli olmadan, ai-
lesel olarak da goriilebilmektedir (1).

Genis genom taramalart sonucunda, otozomal re-
sesif kalittimli izole konjenital comak parmakliligin
(ICNC) goriildiigii 6 kusakli Pakistanli bir ailede
15-hidroksiprostaglandin dehidrogenaz (/5-PGDH) ge-
ninin bulundugu boélgeye (4q32.3) baglant1 gosterdigi
belirlenmistir. DNA dizi analizi sonucunda /5-PGDH
geninin 6. ekzonunda belirlenen homozigot yanlis anlam
mutasyonunun (c.577T<C) ICNC’ye sebep oldugu tespit
edilmistir. HPGD geni (MIM 601688) NAD* bagimli
15-hidroksiprostaglandin dehidrogenaz enzimini (EC:
1.1.1.141) kodlamaktadir. HPGD enzimi prostaglandin
metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
HPGD proteinin 193. pozisyondaki serin amino asitinin
proline doniisiimiine (p.S193P) neden olan mutasyonu
tastyan homozigot ICNC’li bireylerin prostaglandin E,
(PGE,) seviyelerinde hafif artis gézlenmistir (2).
Transforme edici biyime faktorii B (TGF-B) ailesi,
gelisimi ¢ok yonlii kontrol eden hiicre dis1 biiylime
faktorlerinin  biiyik bir grubudur. Organizmanin
tim dokularmmin gelisiminde, homeostazisinde ve
onariminda ¢ok Onemli rol oynayan TGF-§ ailesi,
yapisal olarak iligkili ¢ok sayida polipeptid biiylime fak-
torleri igerir. TGF-P ailesinin iiyesi olan TGF-f, hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi, motilitesi, adezyonu ve
oliimii gibi hiicresel siiregleri diizenleme yetenegine sa-
hip multifonksiyonel bir sitokindir (3, 4).

TGF-B, iki tip reseptdr olan serin/treonin protein
kinazlar1 biraraya getirerek gen ifadelenmesini diizen-
ler. Bu kinazlardan biri digerini fosforiller, fosforille-
nen kinaz Smad proteinlerine doniisiir. Smadlar, hiicre
¢ekirdegi igine sinyal tasiyan ve Ozel olarak DNA’ya
baglanma kabiliyeti ile transkripsiyonel kompleks
olusturan bir protein ailesidir (3-5).

Sinyal iletiminde, TGF-B kendine 0zgiil reseptore
baglandiktan sonra Smad2/3 proteinleri fosforillenir ve
Smad4 ile birlesir. Bu kompleks hiicre gekirdegine taginir
ve DNA’ya baglanarak spesifik genlerin transkripsiyo-
nunu diizenler. TGF-f sinyal iletiminde dnemli bir hiicre
i¢i aract molekiil olan SMAD3’lin sessizlestirilmesi ile
yapilan hayvan deneylerinde, SMAD3’iin kolon kanserl-
erinde tiimor gelisimine katkida bulundugu ve diger bir
caligmada insan osteoartritine benzer dejeneratif eklem
hastaliginin bu farelerde ortaya ¢iktigi bulunmustur (3,
6).
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TGF-B, bircok normal dokuda ve erken fazdaki lezyon-
larda biiylime inhibitoriidiir. Buna ragmen TGF-f ak-
tivitesi, ge¢ donem kanserlerde biiylime ve metastazi
kolaylastirir. TGF- sinyalinde azalma ile hayvan mod-
ellerinde ve hasta insan 6rneklerindeki tiimor ilerlem-
esi ve metastatik potansiyelin artig1 arasinda bir iliski
gozlenmistir. TGF-f biiylime kontroliiniin kaybina,
timor hiicrelerinin artan motilitesine, TGF-f tiretiminin
artisina ve fibroblast-aracili hiicre dist matriks ekspre-
syonu ve angiogenezise yol agmaktadir. Artan TGF-p,
normal ve transforme edilen epitel hiicrelerde epitelden
mezensimal gecisi (EMT) indiiklemekte ve bu da gog
kabiliyetini arttirmaktadir. Smad-bagimli ve Smad-
bagimsiz sinyal iletim yollari, TGF-f’nin indiikledigi
EMT de ise karisarak kotii huylu hiicrelerde invazif ve
metastatik 6zelliklerin artigina neden olmaktadir (7).
SMAD3in timor baskilayict  fonksiyonunun olup
olmadig1 tartigmali olmasina ragmen yetersiz
ekspresyonunun karsinogenezde rol oynadigi ortaya
koyulmustur. Dijital ¢omak parmaklilikta megakaryo-
sit ve trombositlerin kiimelesmesine bagli olarak damar
epitelyal biiyiime faktorii (VEGF), platelet kaynakli
biiytime faktorii (PDGF) ve bazi stokinler araciligtyla
stromal ve vaskiiler degisikliklerin olustugu bilinme-
ktedir (8). Vaskiilaritede, permeabilitede ve konnektif
dokuda olusan degisiklikler ¢comak parmakliligin be-
lirtecidir. SMAD3 ve hipoksi ile indiiklenen faktor-la
(HIF1-0) TGF-B ile birlikte giiclii bir anjiyogenik faktor
olan VEGF’nin ekspresyonunu indiiklemektedir (9).

Bu calismada, ICNC’ye sebep oldugu ortaya konmus
olan HPGD gen mutasyonlarinin belirlenmesinin yani
sira dijital comak parmakliligin ve kanserin patogene-
zinde rol oynayan VEGF seviyeleri lizerinde etkili olan
SMAD3 gen mutasyon veya polimorfizmlerinin bu
ailede goriilen dijital comak parmaklilik ve kanser ile
iligkinin ortaya konmast amaglanmistir. Ayrica, SMAD3
niikleotid degisimlerinin Tiirk popiilasyonundaki
frekanslar1 da belirlenmistir.

Gerec¢ ve Yontemler

Calisma Grubu

Bu c¢alisma, otozomal resesif kalitim gosteren diji-
tal comak parmakliligin ve akciger kanseri basta ol-
mak lizere mide, kolon ve beyin kanseri vakalarinin
goriildiigii 7 kusakl bir aileye tiye 20 birey ve aile ile
herhangi bir akrabaligi olmayan 40 saglikli kontrol
birey ile gerceklestirilmistir (Sekil 1). Kontrol grubu-
nun sec¢imi sirasinda, bu kisilerde ve birinci derece
akrabalarinda kanser ve comak parmaklilik durumunun
bulunmamasina o6zellikle dikkat edilmistir. Calisma
grubuna ait DNA ornekleri ile HPGD ve SMAD3
genlerinin protein kodlayan dizileri ve intron-ekzon
baglant1 bdlgeleri mutasyon ve polimorfik degisiklikler
agisindan degerlendirilmistir. Bu degisimlerin aile
tizerinden ¢omak parmaklilik ve kanser ile iliskileri
arastirilmistir. Caligma grubuna dahil edilen her bireye
hasta onam formu onaylatilmistir.
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. Akciger Kanseri

. Clubbing

[ Axciger Kanseri + Ciubbing
[l Vice Kanseri

[ seyin Tomors

Kolon Kanseri

Sekil 1. Otozomal resesif kalitim gosteren dijital gomak parmaklilik ve kanser vakalar: goriilen aileye ait pedigri. Ok indeks vakay1, daire
sembolii bayanlari, kare sembolii erkekleri, ¢ift ¢izgi akraba evliligini ifade etmektedir. Siyah semboller dijital gomak parmak fenotipine sahip
bireyleri, kirmizi, pembe, yesil, mavi sirasiyla akciger, beyin, kolon, mide kanserlerine sahip bireyleri, kirmizi siyah sembol ise akciger kanseri
ve ayni zamanda dijital gomak parmakliga sahip bireyi gostermektedir. Yildiz (*) isareti kan ve DNA &rneklerinin alindig: bireyleri ifade
etmektedir. Her bir semboliin altinda yer alan kusak ve birey numarast Tablo 1’de tanimlanan bireylere karsilik gelmektedir.

Molekiiler ve Biyokimyasal Analizler

Aragtirma ve kontrol grubunu olusturan bireylerin tii-
miiniin klinik sorgulamalar1 ve muayeneleri uzman he-
kim tarafindan yapilmis olup yine hekim kontroliinde
brakial venden EDTA’l1 tam kan ve diiz biyokimya kan
ornekleri alinmistir. EDTA’1 tam kan oOrneklerinden
molekiiler genetik ¢alismalar i¢in kandan DNA izo-
lasyon kiti (Gentra) kullanilarak DNA izolasyonlari
yapilmistir.

HPGD geninin kodlayan 6 e¢kzonu ve ekzon-intron
baglant1 bolgeleri dogrudan DNA dizi analizi (ABI
3100 DNA Analizori) ile, SMAD3 geninin kodlayan 9
ekzonu ve ekzon intron baglant1 bdlgeleri de polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edildikten sonra,
Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) y6n-
temi ile taranmig ve farkli bant gocii gézlenen ekzonlar
devaminda DNA dizi analizi ile degerlendirilmistir.

Turk J Biochem, 2009; 34 (4) ; 226-233.

228

Bu bireylere ait kan 6rnekleri biyokimyasal olarak bo-
brek ve karaciger fonksiyonlari, lipid profili, anemi
tablosu, tiroid fonksiyonlar1 ve neoplazi olusumunu be-
lirleme amaciyla timor belirtegleri agisindan taranmistir.
Yine bu bireylere ait el-parmak ve akciger grafileri ile
goriilebilecek degisiklikler belirlenmeye ¢alisilmistir.

Istatistiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirmeler igin SPSS 10.0 paket
programindan yararlanilmistir. Tanimlayici analizler,
paket programi igindeki “descriptive” fonksiyonu ile
yapilmistir. Aile bireyleri ve kontrol grubu genotip ve
fenotip allel frekans karsilagtirmalarinda standart “ki-
kare” ve “Fischer Exact” testleri kullanilmistir. Biyoki-
myasal parametrelerin istatistik degerlendirmesi Krus-
kal-Wallis testi kullanilarak yapilmistir. p<0,05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Bulgular

Yapilan direkt DNA dizi analizi neticesinde ailede-
ki hasta ve saglikli bireylere ait DNA oOrneklerinde
HPGD geninin kodlayan 6 ekzonda ve ekzon-intron
baglant1 bolgelerinde herhangi bir niikleotid degisimine
rastlanmamistir. PCR-SSCP analizi neticesinde ise
SMAD3 geninin 2., 3. ve 9. ekzonlar1 i¢cin normalden
farkli bant go¢ii gézlenmistir.

SMAD3 geninin 2. ekzonunda 5 farkli bant paterni go-
zlenirken DNA dizi analizi yapilan 6rneklemlerde iki
ayr1 noktada niikleotid degisimi oldugu belirlenmistir.
Ik olarak, ekzon 2’nin 103. kodonundaki sessiz A/G
transisyonu (c.309A>G) (rs1065080) tespit edilmistir
(Sekil 2A). Ailedeki 20 kisiden 8’inin (% 40) homozigot
A/G degisimine, diger 12 kisinin (% 60) ise heterozigot
genotipe sahip oldugu gozlenmistir (Tablo 1). Kontrol
bireylerinde ise ¢.309A>G transisyonu % 40 heterezigot,
% 60 ise homozigot olarak belirlenmistir. Aile ve kontrol
bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamistir (Tablo 2).

Bes farkli bant paterni alinmasina neden olan ikinci
degisimin ise intron 2’nin 59. pozisyonundaki G/C
transversiyonu (IVS2+59 G>C) (rs2289261) oldugu
belirlenmistir (Sekil 2B). Bu varyantin ailedeki
frekanslar1 (G/G), heterozigot (G/C) ve homozigot (C/C)
icin sirastyla % 20 (4/20), % 55 (11/20) ve % 25 (5/20)
olarak bulunmustur. Saglikli kontrollerde ise bu oranlar
strastyla % 32.5 (13/40), % 45.0 (18/40) ve % 22.5 (9/40)
olarak belirlenmistir.

SSCP yontemi ile taranan SMAD3 geninin 3. ekzo-
nununda da bant kaymalar1 tespit edilmistir. SSCP

YW [

sonuglarini yorumlayabilmek i¢in bant kaymasi goriilen
bireylerde yapilan dizi analizi sonucunda 508. niikleo-
tid olan adeninin yerine guaninin gegtigi (c.508A>QG)
(rs35874463) tespit edilmistir (Sekil 2C). Farkli bant pa-
ternine sahip bireylerin tiimiiniin ise heterozigot karak-
terde oldugu belirlenmistir. c.508A>G varyant1 genotip
ve allel frekanslart agisindan degerlendirildiginde aile
ve kontrol bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunmustur (Tablo 2).

SMAD3 geninin 9. ekzonunda ise c.1278G>A tran-
sisyonu neticesinde bir sessiz mutasyonun meydana
geldigi ve genin son niikleotidindeki bu degisim ile
UAG stop kodonunun UAA’ya doniistiigii goriilmiistiir
(Sekil 2D). Farkli bant paterni tespit edilen iki bireyin
de heterozigot karakterde oldugu, kontrol bireylerde ise
¢.1278G>A transisyonunun bulunmadigi belirlenmistir
(Tablo 2).

Biyokimyasal olarak, ekzon3 ¢.508 A>G polimorfizmine
sahip bireylerde (grup I), dijital comak parmaklilikla
karakterize olup c.508A>G polimorfizmini tasimayan
bireylerde (grup II) ve gomak parmaklilik goriilmeyen
ve ¢.508A>G polimorfizmine de sahip olmayan birey-
lerde (grup III) yapilan analizler sonucunda gruplar
arasinda farkliliklar olmasina ragmen, bu farkliliklarin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir (Tab-
lo 3).

Bireylere ait el-parmak ve akciger grafileri
incelendiginde, ¢omak parmakli bireyler ile normal
parmak yapisina sahip bireylerin el-parmak grafileri
arasinda anlamli bir farklilik gézlenemezken, akciger
grafilerinde ¢omak parmakl: bireylerin biiyiik bir bolii-
miiniin aort topuzunun belirgin oldugu gézlenmistir.

Sekil 2. (A) V:17 nolu bireye ait 2. ekzondaki c.309A>G transisyonu (homozigot) (B) VII:4 nolu bireye ait intron 2’nin 59. pozisyonundaki G/C
transversiyonu (IVS2+59C>G) (homozigot) (C) V:11 nolu bireye ait 3. ekzondaki ¢.508A>G transisyonu (heterozigot) igin ters (reverse) DNA
dizi analizi (D) VI:12 nolu bireye ait 9. ekzondaki ¢.1278 G>A transisyonu (heterozigot)
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Tablo 1. Aile bireylerine ait SMAD3 geni DNA dizi analizi sonuglar1 ve genotipleri

SMAD3 Niikleotid Degisimleri

v (c.lisil(()ZQCXEG) (|vs|2nf509né>0) (c.%%%?fe) Ekzon9 (c1278G>A)
V:11 Heterozigot (AG) Heterozigot (GC) Heterozigot (AG) Homozigot (GG)
V:14 Heterozigot (AG) Homozigot (CC) Homozigot (AA) Homozigot (GG)
V:17 Homozigot (GG) Homozigot (GG) Homozigot (AA) Homozigot (GG)
VI:12 Homozigot (GG) Heterozigot (GC) Homozigot (AA) Heterozigot (GA)
VI:14 Heterozigot (AG) Homozigot (GG) Homozigot (AA) Homozigot (GG)
VI:15 Heterozigot (AG) Heterozigot (GC) Homozigot (AA) Homozigot (GG)
VI:16 Homozigot (GG) Homozigot (CC) Heterozigot (AG) Homozigot (GG)
VI:23 Homozigot (GG) Homozigot (GG) Homozigot (AA) Homozigot (GG)
Vi:24 Homozigot (GG) Homozigot (GG) Homozigot (AA) Homozigot (GG)
VII:1 Homozigot (GG) Homozigot (CC) Heterozigot (AG) Homozigot (GG)
VII:3 Heterozigot (AG) Heterozigot (GC) Homozigot (AA) Homozigot (GG)
Vii:4 Homozigot (GG) Homozigot (CC) Heterozigot (AG) Homozigot (GG)
VII:11 Homozigot (GG) Homozigot (GG) Homozigot (AA) Homozigot (GG)
VII:15 Heterozigot (AG) Heterozigot (GC) Homozigot (AA) Homozigot (GG)
Vil:16 Heterozigot (AG) Heterozigot (GC) Homozigot (AA) Homozigot (GG)
VIi:18 Heterozigot (AG) Heterozigot (GC) Homozigot (AA) Homozigot (GG)
VII:19 Heterozigot (AG) Heterozigot (GC) Heterozigot (AG) Heterozigot (GA)
VII:20 Heterozigot (AG) Heterozigot (GC) Homozigot (AA) Homozigot (GG)
Vii:21 Heterozigot (AG) Heterozigot (GC) Heterozigot (AG) Homozigot (GG)
VII:22 Heterozigot (AG) Heterozigot (GC) Heterozigot (AG) Homozigot (GG)

Tablo 2. Aile ve kontrol grubunda genotip ve allel dagilimlari

. . Genotip (n=99) Aile Kontrol OR P
Polimorfizm Alleller (n= 198) (n=20) (n=40) (% 95 Giivenlik Araligl)  Degeri
AA - -
AG 12 (60.0) 16 (40.0) 0.12
Ekzon2
GG 8 (40.0) 24 (60.0)
(c.309A>G)
A 12 (30.0) 16 (20.0)
0.583 (0.244-1.393) 0.16
G 28 (70.0) 64 (80.0)
GG 5 (25.0) 13 (32.5)
i ) GC 11 (55.0) 18 (45.0) 0.75
ntron
cc 4 (20.0) 9 (22.5)
(IVS2+59G>C)
G 21 (52.5) 44 (55.0)
1.106 (0.517-2.367) 0.47
o} 19 (47.5) 36 (45.0)
AA 13 (65.0) 39 (97.5)
AG 7 (35.0) 1(2.5) 0.001
Ekzon3
GG - -
(c.508A>G)
A 33 (82.5) 79 (98.75)
16.758 (1.983-141.622) 0.002
G 7 (17.5) 1 (1.25)
GG 18 (90.0) 40 (100.0)
GA 2 (10.0) - 0.107
Ekzon9
AA - -
(c.1278G>A)
G 38 (95.0) 80 (100.0)
1.053 (0.980-1.130) 0.109
A 2 (5.0) -
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Tablo 3. Ailede ¢.508A>G polimorfizmi ve g¢omak parmaklilik fenotipine goére olusturulan gruplarda biyokimyasal degiskenlerin
ortalama#standart sapma degerleri ve anlamlilik diizeyleri (Grupl: SMAD3 ¢.508A>G ig¢in polimorfik bireyler; Grup2: Yalnizca ¢omak
parmaklilik fenotipine sahip bireyler; Grup3: SMAD3 ¢.508A>G polimorfizmine ve gomak parmaklilik fenotipine sahip olmayan bireyler)

Grup 1 (n=7) Grup 2 (n=8) Grup 3 (n=6)
P degerleri
Parametreler X+SD X+SD X+SD
Hematoloji
Hemoglobin 14.16+0.88 14.02+1.93 14.00+1.37 0.996
Serum demir 93.57+15.65 92.37+49.35 84.33+22.82 0.993
Hematokrit 40.57+3.01 41.05+5.04 40.23+3.84 0.993
Transferrin 259,28+51.63 255.50+57.29 246.00+27.41 0.299
TDBK 303.71+32.90 333.25+44.63 325.16+25.11 0.215
Proteinler
IgG 1481.42+278.35 1287.50+251.32 1466.66+135.59 0.450
IigM 126.25+56.37 93.85+29.96 117.23+34.08 0.736
IgA 214.14+73.31 191.00+70.00 257.23+109.23 0.633
Haptoglobulin 116.95+55.75 117.43+30.54 120.40+58.48 0.753
Albiimin 4.31+0.27 4.43+0.39 4.68+0.17 0.175
Lipit profili
Total kolesterol 184.14+11.30 229.37+42.26 220.83+38.75 0.252
Trigliserid 91.85+25.33 110.12+49.68 65.83+15.68 0.146
LDL kolesterol 114.42+8.54 156.00+32.34 158.66+36.39 0.084
HDL kolesterol 44.28+10.19 54.25+9.28 49.16+7.44 0.079
Karaciger enzimleri
ALT 14.14+1.5 20.75+12.92 17.16+4.49 0.926
AST 18.71£3.77 26.50+15.74 19.83+4.30 0.549
Alkalen fosfataz 250.85+192.74 196.37+82.90 145.66+21.06 0.714
Laktik dehidrogenaz 329.85+53.77 324.87+43.50 343.33+101.01 0.966
Timér belirtecleri
Alfa-1-antitripsin * 17714+24.39 153.25+10.75 0.382
CA 19-9 15.73+12.77 11.47+7.53 5.22+3.84 0.249
CA 125 16.87+5.61 10.95+4.70 11.07+4.77 0.248
CA 15-3 23.42+13.18 21.86+5.39 16.70+5.68 0.788
Karsino embriyojenik 0.97:0.80 1.3421.22 0.11:0.16 0.149
antijen
Alfa-fetoprotein 6.51+£3.29 7.40+3.54 9.77+6.00 0.559
Hormonlar
Growth hormon * 0.95+1.50 0.17+0.08 0.629
Eritropoietin * 14.90+25.35 10.30+2.14 0.433
T, 1.83+0.46 1.56+0.19 1.57+0.27 0.681
T, 8.21+x2.18 8.48+1.10 7.65+0.93 0.860
* 6lgiim yapilmadi
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Tartisma

Ik olarak Hipokrat tarafindan yaklasik 2500 y1l 6nce
tanimlanan dijital ¢omak parmakliligin % 5-10’luk
boliimiinii resesif veya dominant olarak kalitilan ve her-
hangi sebebe bagli olmaksizin goriilen primer formu
olusturur. Unilateral veya bilateral olarak, bir veya daha
fazla parmakta goriilebilen dijital comak parmakliligin
% 90-95’1ik boliimiinii ise kronik akciger hastaliklar
veya kanseri, Chron hastalig, tiiberkiiloz, pulmoner fi-
brosiz veya bakteriyel endokarditis gibi hastaliklar net-
icesinde ortaya ¢ikan sekonder formu olusturmaktadir
(10, 11).

Uppal ve arkadaslarinin ti¢ primer hypertrophic osteo-
arthropathy (HOA) ailesiyle yaptig1 tiim genom tarama
caligmalart neticesinde, iki Kuzey Pakistanli ailede
4. kromozomun uzun kolunda 7 Mb’lik bir bdlgeye
baglant1 goriilmiistiir (12). ileri ¢alismalarla bu bolgede
15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase (HPGD) enzi-
mini kodlayan HPGD geninin yer aldig1 belirlenmistir.
HPGD enzimi, prostaglandin E2(PGE,)15(S)-hydroxyl
grubununun 15-keto metabolitine indirgenmesinde ilk
oksidasyonu katalizlemektedir (13).

HPGD geninde meydana gelen mutasyonlar net-
icesinde, PGE,’nin 15-OH grubu ile HPGD arasinda
hidrojen baginin olusumunda aksakliklar meydana
geldigi saptanmistir. Artan PGE, seviyesinin ise osteo-
blast ve osteoklast sitimulasyonuna yol agarak kemik
yapisindaki degisimleri agikladigi ortaya konmustur
(14-16).

Primer dijital comak parmakliligin goriildiigii 7 kusakli
bu ailede, bugiine kadar ¢omak parmaklilik igin so-
rumlu tutulabilen tek gen olan HPGD geninin kodlayan
dizileri i¢inde herhangi bir degisikligin saptanamamis
olmasi olasi farkli bir gende meydana gelen niikleotid
degisimlerinin bu ailede ayn1 fenotipin ortaya ¢ikmasina
neden olabilecegini diisiindiirmektedir.

TGF-B, sinyal iletimi hiicre proliferasyonunda onemli
bir diizenleyicidir. SMAD3’iin timdr olusumundaki roli
actk olmamasina ragmen son yillardaki aragtirmalar
SMAD3in hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonu ve apop-
tozisi artirmast yoluyla tiimor baskilayici igleve sahip
oldugunu gostermektedir. SMAD3 genindeki bozukluk-
lar normal TGF-f sinyal iletimini etkileyebilmekte ve
bu da TGF-B sinyal iletiminin bozulmasi sonucu neo-
blastik olusuma yol acabilmektedir (17, 18).

SMAD3 geni i¢in yapilan PCR-SSCP ve DNA dizi anali-
zleri sonucunda, GenBank sekansina (U76622) gore
dort farkli niikleotid degisimi belirlenmistir. Belirlenen
degisikliklerden birincisi ekzon 2’nin 103. kodonundaki
sessiz A/G transisyonudur (c.309A>G). Bu degisiklik
daha 6nce tanimlanmis olup bu varyantin herhangi bir
amino asit degisikligine sahip olmadigi belirlenmistir
(19, 20). 309. kodon, SMAD3 yapisal elemanlarindan
MHI1 domaini igerisinde bulunur. MH1 domaini diziye
0zgiil DNA baglanma 6zelligi olan bdlgedir ve Smad3
proteinin fonksiyonunda 6nemli bir yere sahiptir (21).
Ayrica MH1 domaini, MH2 domainin fonksiyonunu
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negatif olarak diizenleme yetenegine sahiptir. 309.
kodondaki sessiz transisyonun hem ailedeki dijital ¢o-
mak parmaklilik ve kansere gore segregasyonu hem de
normal popiilasyondaki frekanslari gomak parmaklilik
ve kanser olusumunda roliiniin olmadigini gdstermek-
tedir.

Belirlenen ikinci degisiklik ise 3. ekzon i¢inde yer alan
ve 508. niikleotid olan adenininin guanine doniistimiidiir
(c.508A>@). 170. kodon olan ATC kodonu izol6sini kod-
larken; bu degisim neticesinde ortaya ¢ikan GTC kodonu
valini kodlamaktadir. SMAD3 geninin 170. kodonu ¢ok
o6nemli fosforilasyon alanlar1 igeren baglant1 bolgesinde
yer almakta olup yetersiz korunmus baglant1 (linker)
bdlgesinde olusan A/G transisyonun ise koruyucu bir
degisiklik olarak varsayilabilir. Cok sayida serin ve
treonin igeren bu baglant1 bolgesindeki farkliliklar, R-
Smadlarin ¢ok yonlii sinyal girisi ile diizenlenmesine
olanak saglamaktadir (22). Dijital gomak parmakliligin
goriildiigii bu ailedeki ¢.508A>G transisyonuna sa-
hip bireylerin sayisinin fazla olmasi, kontrollerle
kiyaslandiginda hem genotipik hem de allelik olarak
istatistiksel agidan degerlendirildiginde farkin anlamh
oldugu goriilmiistiir. Fakat pedigri iizerinde yapilan
degerlendirmelerde, hem dijital ¢omak parmaklilik
goriilen bireylerin hem de hastalik tagimayan birey-
lerin ¢.508A>G transisyonuna sahip olduklar1 tespit
edilmistir. Ayrica aile {izerinde anne veya babadan
birinin ¢.508A>G transisyonunu tagimasi ¢ocuklarda
ayni1 transisyonun goriilme ihtimalini de arttirmaktadir.
Dolayist ile ¢.508A>G transisyonu ile dijital ¢omak
parmaklilik arasindaki bir iliskiden bahsetmemiz miim-
kiin degildir.

SMAD3 genindeki ligiincii degisiklik, daha 6nce herhan-
gi bir popiilasyonda tanimlanmamis olan 9. ekzondaki
¢.1278G>A transisyonudur. Genin son niikleotidinde
goriilen bu degisim neticesinde bir sessiz mutasyon
meydana gelmekte ve UAG stop kodonu diger bir stop
kodonu olan UAA’ya doniismektedir. ¢.1278G>A tran-
sisyonunun aile igerisinde bir hasta ve bir normal bi-
reyde goriilmesi, ayrica hasta olan bireyin ¢ocuklarinin
da hasta olmasina ragmen ayni1 transisyonu tagimamast
c.1278G>A transisyonu ile dijital ¢omak parmaklilik
arasinda bir iligki olmadigin1 acikca ortaya koymaktadir.
Sonuncu degisim ise intron 2’nin 59. pozisyonun-
daki G/C transversiyonu (IVS2+59 G>C)’dur. Arai ve
arkadaslari, Japon popiilasyonunda 50 saglikli birey
ile yaptiklar1 calismada, saglikli bireylerdeki genotip
frekansini; G/G: % 42, G/C: % 40 ve CC: % 18 olarak
bulmuslardir (19). Calismamizda ise aile ve kontrol
bireyler arasinda, genotip ve allel frekansi agisindan
istatistiksel olarak herhangi bir anlam bulunamamistir.
Bu transisyon aile igerisinde degerlendirildiginde de
hasta ve normal bireyler arasinda da herhangi bir fark
olmadig tespit edilmistir.

Akciger ve kolon kanseri vakalarinda SMAD3
mutasyonlar1 tanimlanmis olmasina ragmen, SMAD3 ge-
ninin kodlayan dizileri ve intron-ekzon baglantilarinda
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belirledigimiz niikleotid degisimlerinin, hem aile-
deki dijital comak parmaklilik ve kansere goére segre-
gasyonu hem de normal popiilasyondaki frekanslar
¢omak parmaklilik ve kanser olusumunda etkin roll-
erinin olmadigini gostermektedir. Ayrica SMAD3 gen
aktivasyonunu hipermetilasyonlar, promotor bdlge
mutasyonlart ve RNA-islenmesi gibi potansiyel alter-
natif mekanizmalar da etkileyebilmektedir. Bu ¢alisma,
SMAD3 geninde tespit edilen niikleotid degisimlerinin
fonksiyonel birer mutasyon olmadiklarini dolayisiyla
dijital comak parmaklilik ve kanser patogenezinde rol
almadiklarini ve dijital gomak parmakliliktan sorumlu
tutulabilen tek gen olan HPGD geninden farli bir genin
daha ayni fenotipi ortaya koyabilecegini gostermesi
agisindan dnemlidir.
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